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APLICAGAO DE FORMONONETINA SINTETICA AO
SOLO COMO ESTIMULANTE DA FORMA(;j\O DE
MICORRIZA NO MILHO E NA SOJA

José Pereira da Silva-Janior® e José Oswaldo Siqueira

3

Departamento de Ciéncia do Solo, Universidade Federal de Lavras, CP

37, Lavras, MG, 37200-000.

RESUMO- Estudaram-se, através de dois
experimentos, os efeitos da aplicagdao no solo, de
formononetina (7-hidroxi,4’-metoxi-isoflavona)
sintética nas concentragdes de 0, 5, 10 e 15 mg.L-1,
na formagao de micorriza arbuscular e crescimento do
milho (Zea mays L.) e soja (Glycine max (L.) Merril)
em vasos com Latossolo Vermelho Amarelo em casa
de vegetagao do Departamento de Ciéncia do Solo -
UFLA, Lavras (MG). A aplicagé@o de formononetina na
semeadura aumentou a porcentagem de colonizagao,
a densidade de arbusculos e vesiculas nas raizes da
soja e do milho inoculadas com o fungo micorrizico
Glomus etunicatum Becker & Gerdemann. O efeito
estimulante da formononetina foi maior no milho do
que na soja, sendo maximo em concentragdo de 5 a
10 mg.L'1 de solugdo . Apesar dos efeitos na formagéao
de micorriza, o isoflavonéide ndao aumentou a
producdo de massa seca do milho e teve um efeito de
9,4% sobre a soja.

Termos adicionais para indexagao: bioestimulante,
endomicorriza, fungo micorrizico, Glomus etunicatum,
Glycine max, isoflavondide, metabdlito vegetal
simbiose, Zea mays.

SOIL-APPLIED SYNTHETIC
FORMONONETIN STIMULATES
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL

FORMATION IN CORN AND SOYBEAN

ABSTRACT-: The effects of soil-applied synthetic
formononetin (7-hydroxi,4’-methoxi isoflavone) at
increasing concentrations (0, 5, 10, 15 mg.L-1) on
arbuscular mycorrhizal colonization of corn (Zea mays
L.) and soybean (Glycine max (L.) Merril) were studied
in two glasshouse pot experiments at the Soil Science
Department of UFLA, Lavras (MG). Soil application of
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formononetin at sowing enhanced percent of root
colonization and density of arbuscules and vesicles in
both species inoculated with the arbuscular
mycorrhizal fungus Glomus etunicatum Becker &
Gerdemann. The stimulating effect of formononetin
was greater in corn than in soybean, and it was
maximum at formononetin concentrations ranging
from 5 to 10 mg.L-1. In spite of the stimulating effect
on mycorrhizal formation, soil-applied formononetin
had no effect on corn dry matter production, whereas
itincreased soybean dry matter yield by 9.4%.

Additional index terms: biostimulant, endomycorrhiza,
Glomus etunicatum, Glycine max, isoflavonoid,
mycorrhizal fungi, plant metabolite, symbiosis, Zea
mays.

INTRODUGAO

Micorriza arbuscular (MA) é uma simbiose
mutualista biotréfica, de ocorréncia generalizada nas
plantas vasculares, resultante da associagéo entre
rafzes e fungos da ordem Glomales, exercendo
efeitos benéficos para o crescimento do hospedeiro
em condigdes de estresse nutricional (Siqueira,
1994). Apesar do grande volume de estudos sobre
esta simbiose e da importancia destas para a
producdo agricola e sustentabilidade dos
ecossistemas, sua exploragdo nos cultivos anuais é
ainda inviavel economicamente. Uma das alternativas
apontadas para aumentar a contribuicdo desta
simbiose nas culturas anuais é a maximizagéo da
atividade dos fungos indigenas do solo, através de
praticas de manejo seletivas ou do uso de
estimulantes da formagdo de micorriza arbuscular
(Siqueira et al., 1991a, 1992). .

O processo de colonizagéo das raizes envolve uma
série de eventos morfo-fisiolégicos e bioquimicos,
regulados pelo genoma do fungo e da planta, bem
como por fatores ambientais. Os exsudatos
radiculares (Elias & Safir, 1987), a presenca de raizes
(Becard & Piché, 1989) e de células vegetais ou seus
extratos (Paula & Siqueira, 1990) estimulam o
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crescimento assimbidtico destes fungos in vitro,
indicando a existéncia de fatores quimicos ativos. Nair
et al. (1991) identificaram a partir de raizes de trevo
deficientes em fésforo, o isoflavonéide formononetina,
capaz de estimular o crescimento assimbiético de
fungos micorrizicos arbusculares. A atividade sobre
os fungos micorrizicos arbusculares foi confirmada
em varios outros estudos in vitro com diferentes
espécies fungicas e flavonéides (Baptista & Siqueira,
1994; Chabot et al., 1992; Gianinazzi-Pearson et al.,
1989 ; Morandi et al.,1992; Romero & Siqueira, 1996
e Tsai & Phillips, 1991) e também in vivo sobre a
colonizagao micorrizica (Siqueira et al., 1991 a; b).
Porisso, a formononetina apresenta grande potencial
para aplicagdo comercial como um “aditivo” para solo
(United State Patent, 1991; Siqueira et al., 1992). Seu
emprego contribuird para maximizar os beneficios dos
fungos micorrizicos indigenas na produgéo agricola e
reduzir o impacto da agricultura sobre o meio
ambiente. Para isto torna-se necessario um melhor
entendimento do modo de acao desta substancia no
fungo diretamente e na simbiose micorrizica. No
presente trabalho sao relatados os efeitos da
aplicagdo no solo de solugdes contendo
formononetina em diferentes concentragées na
formacgao de micorriza arbuscular da soja e do milho,
avaliados em varias épocas.

MATERIAL E METODOS

O estudo constou de dois experimentos, realizados
em casa de vegetagdo do Departamento de Ciéncia
do Solo, utilizando-se plantas de milho (Zea mays L.)
var. |IAC-106, e soja (Glycine max (L.) Merril) var.
Doko.

Utilizou-se um Latossolo Vermelho Amarelo,
argiloso, fase cerrado coletado na Fazenda
Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuaria
de Minas Gerais (EPAMIG) no municipio de Patrocinio
- MG. Amostra de solo foi peneirada em malha de 4
mm, seca ao ar e armazenada. Antes de ser usado
recebeu calcario dolomitico (PRNT=92%) na base de
3.600 kg.ha', sendo em seguida umedecido e
incubado por 30 dias, quando apresentou pH em agua
(1:2,5)=6,0; Ca=3,2 mol.kg™', Mg=1,2 mol.kg™', Al=0,1
mol.kg™', extraidos com KCI 1 mol.L"" e determinado
por titulometria; P=1 mg.kg™', K=50 mg.kg™', extraidos
com Mehlich | e determinados P por colorimetria e K
por fotometria de chama. Ap6s a calagem o solo foi
adubado com superfosfato simples de modo a
fornecer 80 e 120 mg.kg™' de P, O, para a soja e milho,
respectivamente. A aplicagdo de superfosfato simples
elevou o nivel de P extraivel no solo para 15 e 22
mg.kg™', respectivamente.

O solo nao foi fumigado e apresentou média de 3
esporos/10mL de solo, tendo como espécies nativas
Gigaspora margarita Becker & Hall, Glomus occultum

Walker e Acaulospora scrobiculata Spain e Schenk.
Para elevar a densidade de esporos do solo
adicionou-se in6culo de Glomus etunicatum Becker &
Gerdemann, obtido de vaso de cultivo com Brachiaria
decumbens Stapf. Apés a inoculagdo o solo
apresentou a densidade média de 1,8 esporos/mi.
Para contagens, os esporos foram extraidos por
peneiramento via iumida (Gerdemann & Nicolson,
1963) e centrifugacdo em sacarose.

Sementes de soja e milho, pré-germinadas, foram
plantadas em vasos com 4,5 kg de solo, onde os
tratamentos foram aplicados. As sementes de soja
foram inoculadas com rizébio (Bradyrhizobium
japonicum) inoculante a base de turfa, fornecido pelo
CNPAB-Embrapa, Seropédica, RJ. Conduziu-se o
experimento, com duas plantas por vaso, durante 42
e 51 dias para o milho e soja, respectivamente. A
umidade do solo foi controlada através de pesagens
diarias, mantendo-se a umidade em 65% do volume
total de poros.

No primeiro experimento, avaliou-se
separadamente o efeito da formononetina no milho e
na soja em diferentes épocas de crescimento, através
de fatorial 2x4, sendo auséncia e presencga de
formononetina (5 mg.L"' = 156 puM.L'") e quatro
épocas, dispostos inteiramente ao acaso com 5
repeticoes. Empregou-se formononetina (7-hidroxi,
4’-metoxi isoflavona, massa molecular 320.5)
sintética fornecida pela RhizoTech, Inc.(Hopewell,
New Jersey, USA). O composto foi dissolvido em
pequeno volume de metanol (ndo mais que 1% do
volume final), e em seguida diluido em agua destilada
até a obtengao da concentragdo desejada (Siqueira et
al.,1991b). Nas testemunhas, aplicou-se agua
destilada com igual volume de metanol. O volume de
solucdo aplicada foi de 400mL/vaso, correspondendo
a 50% do volume total de poros, sendo a aplicagao
realizada através de orificios feitos na superficie do
solo. O milho foi avaliado aos 18, 30, 36 e 42 dias
ap6s a semeadura, enquanto a soja foi aos 18, 30, 36
e 51 dias. No segundo experimento, desenvolvido no
mesmo solo e nas mesmas condigdes experimentais,
avaliaram-se os efeitos de concentragdes da solugao
de formononetina, 0, 5, 10 mg.L-! (correspondente a
15,6; 31,2 e 46,8 uM.L™"), aplicadas no solo no ato da
semeadura. Os tratamentos foram dispostos
inteiramente ao acaso com 5 repeticoes. As
avaliagdes neste experimento foram realizadas aos
42 dias no milho e 51 dias na soja.

Nas avaliagdes determinaram-se a matéria seca da
parte aérea e os parametros da formagao de micorriza
em amostras de raizes clarificadas e coloridas
(Kormanik & McGraw, 1982). A porcentagem do
comprimento de raiz colonizada (% colonizagao) foi
estimada pelo método de placa quadriculada
(Giovannetti & Mosse, 1980). Visando obter
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informagdes mais especificas sobre a colonizagao, o
nimero de arblsculos, vesiculas e pontos de
entradas primarios foram avaliados conforme Wilson
(1984). Para isso, preparou-se para cada repeti¢cdo,
uma lamina com trinta segmentos de raiz de 10 mm
de comprimento, retirados ao acaso das amostras, e
fixados em glicerina. As laminas foram avaliadas
através de observagdes microscépicas (100 a 200x)
das estruturas fingicas na raiz, sendo os resultados
expressos em n2/mm de raiz. A matéria seca da parte
aérea foi moida e encaminhada para determinagao
dos teores de nutrientes no Laboratério de Analise de
Tecidos Vegetais do DCS/UFLA.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, correlacgdes lineares e testes de médias
(Tukey 5%) pelo programa estatistico SANEST,
conforme modelo de delineamento experimental
adotado. A fim de se obter homocedasticidade, os
dados referentes a contagens (densidades de
arbusculos, vesiculas, pontos de entradas e nimero
de nédulos) foram transformados em ¥X+0,5 ; a
percentagem de colonizagdo transformados em

arcsen ﬂ
10°

RESULTADO E DISCUSSAO

Os efeitos da aplicagao de formononetina no solo
nos parametros da colonizagdo micorrizica da soja
variaram com o tempo de avaliagdao (Tabela 1). A
porcentagem de colonizagdo aumentou com a época
e foi maior nas plantas com formononetina em todas
as épocas, exceto na ultima avaliagdao enquanto o
comprimento de raiz colonizada sé foi maior aos 30
dias. A densidade de arbusculos também aumentou
com o tempo, mostrando efeitos para formononetina
aos 30, 36 e 51 dias. A densidade de vesiculas que
também aumentou com o tempo s6 mostrou efeito
para formononetina aos 36 dias, enquanto para a
densidade de pontos de entrada o efeito estimulante
da formononetina s6 ocorreu aos 30 dias, quando
plantas com formononetina apresentaram densidade
de pontos de entrada 86% superior a aquelas sem
formononetina. A produgdao de matéria seca e a
nodulagdo aumentaram com o tempo, porém nao
foram influenciadas (P<0,05) pela aplicagdo de
formononetina. Isto confirma que este isoflavonéide
ndo é indutor ativo de genes nod do rizébio que nodula
a soja (Kosslak et al., 1987; Hungria, 1994).

No milho o efeito da formononetina foi também
dependente da época de avaliagdo em todos os
parametros da colonizagdo (Tabela 2). A colonizagao
micorrizica foi favorecida pela formononetina em
todas as épocas avaliadas, enquanto o comprimento
da raiz colonizada e a densidade de arbusculos e
vesiculas s6 ndo foram estimulados aos 18 dias. A

COLONIZAGAO, %

ARBUSCULOS, n®/m

0,0 S,b 10,0 15,0
FORMONONETINA, mg/L

FIGURA 1- Efeito da formononetina aplicada ao solo
na colonizagao micorrizica e densidade de arbusculos
nas raizes de milho e soja.

densidade de pontos de entrada foi aumentada
apenas aos 30 e 36 dias. Verificou-se que a aplicagao
de formononetina alterou o processo de colonizagao,
conforme revelado pelo modelo matematico ao qual
se ajustou os parametros da colonizagdo. Na
presencga de formononetina, o modelo que descreve a
evolugdo da colonizagéo foi o quadratico, enquanto na
auséncia, este foi linear ou sem nenhum ajuste. A
formononetina acelerou a colonizagédo, tal como
verificado para efeito desta substancia na colonizagao
do trevo onde este efeito foi semelhante ao observado
quando elevou-se a densidade de propagulos no solo
(Siqueira et al., 1991b). Assim como foi verificado
para a soja, a aplicagdao de formononetina nao
influenciou a produgdo de matéria seca do milho.

Verificou-se também efeitos da concentragao de
formononetina na formacédo de micorriza fanto no
milho quanto na soja (Figura 1). Para a porcentagem
de colonizagédo e densidade de arbusculo, o efeito da
concentragdo seguiu modelo quadratico em ambas as
espécies, sendo que na soja encontraram-se valores
mais altos para estas duas variaveis, do que no milho.
As demais variaveis da micorrizagao apresentaram
respostas semelhantes a colonizagdo e arbusculos,
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TABELA 1- Aplicagdo de formononetina (Form) nos parametros de colonizagdo micorrizica e matéria seca da
parte aérea da soja em diferentes épocas de avaliagdo. Médias de 5 repetigdes.

Epoca de avaliagdo, dias Regress3o’
Parametros Form 30 36 51 Modelo R
Colonizagao, % - 1432bC 3148bB 4948bA 49,96aA sa. -
+ 17.7aC 4172aB 5359aA 5325aA sa. -
Comp. raiz colonizada,mym - 0,16aC 035bB 061aA 0,57aA sa. -
+ 0.10aB 0,57aA 0,57aA 0,65aA sa. -
Arbusculos, /m raiz - 143,8aC 3942bA 3223aAB 252,3bB s.a. -
+ 974aC 609,2aA 400,9aB 356,9aB sa. -
Vesiculas, /m raiz - 0,6aC 2,7aBC 43bB 26,1aA Q 0,98*
+ 0,1aC 1,06aC 9,3aB 25,0aA Q 1,00*
Pontos de entrada, n/m raiz - 2,0aB 127bA 157aA 17,3aA Q 0,99*
+ 45aB 237aA 215aA 19,7aA Q 0,94*
Mat. seca, g - 043aD 1,57aC 3,08aB 9,84aA Q 0,94*
+ 045aD 1,69aC 337aB 10,20aA Q 1,00*
Nédulos, n/planta - 30aB 42aA 54aA Q 0,99*
+ 31aB 54aA 51aA Q 0,99*

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. As letras maiusculas comparam
médias entre as épocas de avaliagdo, e as minusculas aplicagdo de formononetina (+ com, - sem)

1) Modelos de regress@o de melhor ajuste. Q - modelo quadratico; s.a. sem ajuste; *R? altamente significativo

(P<0,01).

por isto ndo sdo apresentados. Os beneficios da
formononetina na colonizagdo e densidade de
arbusculo foram maiores nas concentracdes entre 5 e
10 mg.L", concordando com resultados de Siqueira et
al., (1991b) para o trevo em mistura de solo e areia.
Embora fora dessa faixa tenha havido redugéo do
estimulo a formacgao de micorriza, ndo foi observado
efeito inibitério em relagdo ao controle até a
concentragdo de 15 mg.L"'. A producdo média de
massa seca do milho foi de 7,0 + 0,5 g/planta, sendo
esta ndo influenciada pela adigdo de formononetina,
tal como ocorreu no primeiro experimento. Para a soja
verificou-se aumento linear (y = 9,89 + 0,62x; R? =
0,94**) da matéria seca em fungdo das doses de
formononetina. Entretanto, o efeito maximo do
composto foi de apenas 9,4% sobre o controle.

A aplicacdo de formononetina estimulou o
desenvolvimento de micorriza nas duas espécies
estudadas. Além de acelerar a formagao de micorriza,
esta substancia elevou os valores maximos atingidos
para diversos parametros da colonizagdo, durante o
periodo estudado. As diferengcas dos efeitos

quantitativos da formononetina nas duas espécies,
ndo poderam ser esclarecidas com base neste
estudo, mas estas podem estar relacionadas a
natureza dos exsudatos radiculares do milho e da
soja. D’arcy-Lameta (1986) identificou comestrol
dentre os isoflavondides exsudados pela soja e
Morandi et al.(1992) verificou que este composto é
capaz de estimular o crescimento micelial de fungo
micorrizico. Como ndo existe evidéncia de
especificidade dos flavondides sobre os fungos
micorrizicos arbusculares, a presenga de comestrol e
outros flavonéides ativos na rizosfera da soja, e a
auséncia destes no milho, pode ter contribuido para
menor efeito da formononetina exégena na
leguminosa, que produz estas substancias.

Os teores e acumulo de nutrientes na planta foram
pouco influenciados pela formononetina, por isto
somente alguns aspectos mais relevantes séo
comentados a seguir. Na soja, os teores e quantidade
acumulada de nutrientes foram influenciados
(P<0,05) pela época de avaliagdo mas n&o pela
aplicagdo de formononetina. Os teores de P, no qual
se espera maior efeito da colonizagdo micorrizica
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TABELA 2- Aplicacdo de formononetina (Form) aos parametros de colonizagdo micorrizica e matéria seca de
parte aérea de milho em diferentes épocas de avaliagdo. Médias de 5 repeticdes.

Para Form Epoca de avaliagdo, dias Regresséo2

18 3% 42 Modelo R
Colonizag5o, % - 28,280C 36,4008 42,84bA 44,76bA L 098
+ 34,54aB 49,42aA 49,82aA 51,03aA Q ogr
Capueszebionizadds, . 0,17aB 0.23b8 0,41bA 0,38bA L ogr
. 021aB 0,55aB 0,55aA 0,562A Q o9

Abisculos, mraiz - 132,7aB 132,4bB 2292bA 1738bAB  sa. -
¥ 128,4aC 466,8aAB 411,8aAB 309,2aB Q 099

Vesiculas, n/m raiz - 1,2aB 1,1bB 15,3aA 12,4bA s.a. -
+ 2,7aC 16,0aB 22,9aB 459aA L o097

Pontos de enfrada, n/m 5,0aB 5,8bAB 8,7bA 8,0aA sa. -
* 4,438 14,437 14.2aA 14,8aA Q ogs

Mat seca,g - - 0,63aB 2,10aC 4,70aB 7,10aA - -

* 0,65aD 1,90aC 4.29aB 6,950A - -

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. As letras mailsculas comparam
médias entre as épocas de avaliagdo, e as minUsculas aplicagdo de formononetina (+ com, - sem).

1) Modelos de regressdo de melhor ajuste. L - linear, Q - quadratico, s.a. sem ajuste. * R? significativo a P<0,01.

(Fernandes et al., 1987), variaram de 1,8 a 2,5 mg.kg"’
na matéria seca da parte aérea, indicando suprimento
adequado deste nutriente pelo solo utilizado e,
conseqiientemente redugcdo do beneficio resultante
do' aumento da formagdo de micorriza (Paula &
Siqueira, 1988) induzido pela aplicagcdao de
formononetina. No milho, os teores de todos os
nutrientes diminuiram com a idade das plantas.
Plantas com formononetina apresentaram teores
mais elevados (P <0,05) de K, Ca, S, Fe, Zn e Mn que
aquelas que ndo receberam o composto. Estes efeitos
foram mais acentuados para Zn. Plantas com
formononetina, aos 36 dias da semeadura,
apresentaram 39 mg.kg'' de Zn na parte aérea contra
apenas 25 mg.kg' naquelas sem formononetina,
portanto, teores 50% maiores para este nutriente, que
é critico para o milho em solos como o utilizado no
presente estudo. Entretanto, isto nao foi suficiente
para estimular a produgdo de massa seca da planta.
Os teores de P nos tecidos foram também elevados
(1,0 a 1,2 mg.kg") para estas condi¢des (Fernandes
et al., 1987).

O efeito estimulante da formononetina na formagao
de micorriza corrobora outros estudos com milho e
trevo (Fries et al., 1996; Siqueira et al., 1991a, b).
Entretanto, a magnitude da resposta para colonizagao
no presente estudo, da ordem de 30%, difere da
obtida em estudo anterior com trevo em cultura de

solo - areia em condigdes de camara de crescimento,
onde formononetina exdgena aumentou em 200% a
porcentagem de colonizagdo micorrizica. O elevado
potencial de inéculo micorrizico do solo, comprovado
pela alta porcentagem de colonizagdo comparada
com os resultados obtidos por outros autores para as
espécies estudadas (Fernandes et al. 1987, Pereira
1986, Paula et al. 1990), e a condigao favoravel de
disponibilidade de fésforo no solo (altos teores no
tecido), podem ter contribuido para o menor efeito
estimulante da formononetina na colonizagao e sua
ineficacia como promotor de crescimento da planta
micorrizada.

Esses resultados ndo permitem delinear o modo de
acdo da formononetina sobre a formacgao de
micorriza. Entretanto, o efeito estimulante deste
composto na formagdo de micorriza e o fato do seu
efeito sobre os pontos de entrada ocorrer
independente da época de avaliacdo, indicam que o
estimulo na micorrizacdo resulta da formagao de
maior numero de apressoérios e/ou de pd&ntos de
entradas. Estas respostas do fungo ocorrem na
presenca das raizes ou seus metabdlitos (Becard &
Piché, 1989; Paula & Siqueira, 1990), onde
formononetina pode estar presente e como ja foi
sugerido (Gianinazzi-Pearson et al., 1989; Nair et al.,
1991), os flavondides facilitam a interagédo fungo -
planta, o que influencia o desenvolvimento da
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micorriza. Os mecanismos bioquimicos responsaveis
pela atividade da formononetina ainda ndo séo
conhecidos, mas evidéncias indicam que ela suprime
a atividade da enzima peroxidase que atua de modo
restritivo a entrada do fungo na raiz (Fries et al.,
1996). Estas consideragdes e o conhecimento do
envolvimento dos flavondides ou produtos de sua
degradagdao, no processo de reconhecimento do
hospedeiro por plantas parasiticas, que infectam
raizes (Siqueira et al., 1991c), indicam que a
formononetina pode atuar como indutor da formacgéao
de apressoério, aumentando a densidade de pontos de
entrada do fungo na raiz e a colonizagdo micorrizica.
Por outro lado, considerando que a intensidade da
formagao de micorriza depende do contato fungo -
raiz (Brundrett, 1991), o préprio estimulo do
crescimento micelial assimbiético do fungo pela
formononetina como tem sido demonstrado in vitro
(Baptista & Siqueira, 1994; Nair et al., 1991; Romero
& Siqueira, 1996), facilitaria o contato fungo - raiz na
fase de pré-colonizagao, o que resultaria na formagao
de maior nimero de pontos de entrada e maior
colonizagao.
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